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Objective：To investigate the function of voltage-gated potassium channel Kv1.3 
and the possible role of its expression in CD4+ T lymphocytes in the formation of 
atherosclerosis(AS) in rat spleen. 
Methods : First, we established atherosclerosis model in rat with high-fat diet, 
then analyzed the proportion of lymphocytes by flow cytometry. By separating CD4+ 
T lymphocytes with immunomagnetic bead, we investigated the Kv1.3mRNA 
expression on CD4+ T lymphocytes membrance by Realtime PCR, intracellular 
calcium concentration by confocal and cytokine secretion throught ELISA.   
Results (1): Proportion of CD4+ T lymphocytes in AS group was higher than that 
in the control group (74.93±2.15% vs 67.8±2.54%,P<0.05).(2):After being stimulatied 
by Concanavalin A ( ConA),the proliferation of CD4+ T lymphocytes in AS group 
was more than that in the control group(1.1321±0.1750 vs 0.7971±0.0955, 
P<0.05).(3): with being stimulated by ConA, the intracellular calcium concentration 
in AS is higher than that in the control group.(4) :After being stimulated for 48h , 
secretion of cytokines (IL-2, TNF-a) in AS was more than those being stimulated after 
24 hours.(5): Kv1.3 mRNA expression in CD4+ T lymphocyte is higher than that in 
the control group.  
Conclusions : Proportion of CD4+ T lymphocyte in AS group was higher than 
that in the control group ，with being stimulated by ConA, the proliferation of CD4+ 
T lymphocyte in AS group was more than that in the control group ,the intracellular 
calcium concentration in AS is higher than that in the control group，and secretion of 
cytokines (IL-2, TNF-α) in AS was more than those being stimulated after 24 
hours.Therefor, increasing of CD4+ T lymphocytes as well as the Kv1.3mRNA 
expression in CD4+ T lymphocytes in AS group suggests that high expression of 
Kv1.3mRNA in CD4+ T lymphocytes involved in the mechanism of AS development. 
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激活的 T 细胞分泌炎症因子，可促进斑块不稳定和斑块破裂，以及 AS 的进展，
并贯穿于 AS 的各个阶段。众多的临床和实验研究表明，自身免疫性疾病中 AS
相关的心血管并发症和死亡率显著增加，研究机制表明 T 细胞介导的免疫调节显
著促进了此类疾病 AS 的发生和进展。因此，免疫功能调节成为防治 AS 研究的
热点和发展方向，而针对 T 淋巴细胞的功能调节成为 AS 免疫治疗的新靶点。 
研究表明，T 淋巴细胞的功能活化与其细胞膜上离子通道的电活动密切相
关。T 淋巴细胞膜上主要存在 3 种离子通道蛋白：电压门控钾通道（Kv1.3 通道），
钙离子激活的钾通道（KCa3.1 通道，也称 IKCa1 通道）和钙释放激活的钙通道
（CRAC 通道）。其中，Kv1.3 通道是效应性 T 淋巴细胞持续活化的关键。 
最近研究报道：采用的全细胞膜片钳技术测急性冠脉综合征（Acute coronary 
syndrome，ACS）患者外周血 T 淋巴细胞 Kv 通道电流幅度较正常人明显升高，
同时 Western 印迹的结果也表明 ACS 患者 T 细胞 Kv1.3 蛋白的表达也明显高于

















亚群的分布和表达，以及 T 淋巴细胞膜表面 Kv1.3 通道表达和细胞因子分泌的变
























 T 淋巴细胞 Kv1.3 通道在大鼠动脉粥样硬化中
的作用 
2.1 材料 








2.1.2  主要试剂 
组织病理学检测试剂 
试剂名称 公司名称 





TC 检测试剂盒 北京北化康泰临床试剂有限公司 
LDL 检测试剂盒 北京北化康泰临床试剂有限公司 
TG 检测试剂盒 北京北化康泰临床试剂有限公司 


















EZ-Sep™ Mouse 1X 淋巴细胞分离液 
1640 培养基 
达科为生物技术有限公司 
Anti-CD3 单克隆抗体 eBioscience 公司 
mouse IgG3 同型对照抗体 eBioscience 公司 
Anti-CD4 Invitrogen 公司 
mouse IgG1 同型对照抗体 Invitrogen 公司 
Anti-CD8 单克隆抗体 Invitrogen 公司 





























  Amresco 


















IL-2   深圳欣博盛 




RNA 提取试剂（Trizol） Invitrogen 公司 








实时定量荧光 PCR 试剂  
试剂名称 公司名称 
Kv1.3 引物 Invitrogen 公司 
GAPDH 引物 Invitrogen 公司 
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2.1.3   主要仪器 
主要仪器设备名称及厂家 
仪器设备名称 公司名称 
-80℃低温冰箱 Thermo 公司 
-20℃低温冰箱 山东海尔公司 
4℃冰箱 山东海尔公司 
大小枪头 Axygen 公司 
EP、PCR 管 Axygen 公司 
超净工作台 Heal force 公司 
WP800T 微波炉 格兰仕 
电子分析天平  Sartorius 公司 
低温高速离心机 Eppendorf 公司 
台式离心机 Beckman 公司 
Model 3550 酶标仪 Bio-Rad 公司 
全自动病理组织分析脱水机 Sakura 公司 
组织包埋机 Thermo 公司 
手动切片机 Leica 公司 
电热恒温干燥箱 上海跃进医疗机械厂 
显微镜 Olympus 公司 
荧光倒置显微镜 Olympus 公司 
一次性组织研磨器 上海飞捷生物技术有限公司 
Mastercycler pro 梯度 PCR 仪 Eppendorf 公司 
实时荧光定量 PCR 仪（ABI7500） ABI 公司 
水平电泳仪 Bio-Rad 公司 



















第二章  CD4+ T 淋巴细胞 Kv1.3 通道在大鼠动脉粥样硬化中的作用 
 7
2.1.4 主要试剂的制备 
0.5%油红 O 溶液配制：取 0.5mg 油红 O 染料加 100ml 异丙醇，配制成 0.5%
油红 O 溶液。 
CaCl2 溶液配制：取 0.222g 无水 Ca Cl2 粉末 加入 10ml 灭菌水中，配制成
200mM CaCl2 溶液，过滤除菌，分装。       
ConA 溶液配制：于 25mgConA 粉末中加入 1mlH2O，得到 25mg/mlConA 溶
液，取其 1/10，即 2.5mg/100ul，加入 900ulH2O，得到 2.5mg/mlConA 溶液，再
取其 1/10，即 0.25mg/100ul，加入 400ulH2O，得到 250ug/500ulConA 溶液，-20℃
储存。 
Flou-3/AM 溶液配制：Flou-3/AM 50ug 溶于 45ul DMSO 中，得到 1mM 溶液，
15ul/支分装，-20℃储存。 
MTT 溶液配制：取 50mgMTT，加入 10mlPBS，配制成终浓度为 5mg/ml 的
MTT 溶液，用 0.22um 的滤膜过滤，分装，-20℃储存。 
10%胎牛 1640 培养基配制：9ml1640 溶液中加入 1ml 胎牛培养基，得到 10%
胎牛 1640 培养基。 
RT-PCR 常用试剂配制： 
（1）0.1%DEPC 水：DEPC 1ml，加入 1000ml 双蒸水，搅拌过夜，高压灭菌。 
（2）75%乙醇（要在抽提时现配）：用无水乙醇和 DEPC 水配制（DEPC 水：
无水乙醇=1：3），然后放于-20℃备用。 
（3）配制 0.5mmol/L、pH8.0 的 EDTA 溶液：将 37.2g EDTA-Na 加入 160ml
蒸馏水中，在搅拌器上剧烈搅拌，再用 NaOH 调节 pH 值至 8.0（约需 4gNaOH）,
用蒸馏水定容至 200ml，后送至高压灭菌，室温保存。 
（4）50×TAE电泳缓冲液：在 400ml蒸馏水中溶解 121g Tris-base，加入 28.55ml
冰乙酸和 50ml 0.5mol/L EDTA 溶液，再加蒸馏水定容至 500ml，室温保存。 
（5）溴化乙锭（10mg/ml）：20ml 水中溶解 0.2g 溴化乙锭，混匀后于 4℃避
光保存。 
（6）琼脂糖溶液（2.0%）：50×TAE 电泳缓冲液 10ml，稀释成 500ml，取
50ml 溶解 1.0g 琼脂糖，电炉上煮至沸腾，溶化的琼脂物冷却 60℃左右时加入
10mg/ml EB 约 5.0ul,充分混匀，将温热的凝胶倒入已置好的梳子的电泳板中，在
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